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(54) Bezeichnung: STRU KTURPROTEIN VON AAV, SEINE HERSTELLUNG UND VERWENDUNG 
(57) Abstract 

The invention relates to an AAV (Adeno-associated virus) selenoprotein, containing at least one mutation that increases the 
infectiousness of the virus. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Strukturprotein von Adeno-assoziiertem Virus (AAV),, das mindestens eine Mutation enthalt, die eine 
Erhohung der Infektiositat des Virus bewirkt 



LEDIGLICH ZUR INFORMATION 



Codes zur Identifizierung von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbogen der Schriften, die Internationale Anmeldungen gemass dem 
PCT veroffentlichen. 



AL Albanien 

AM Armenien 

AT Osterreich 

AU Australien 

AZ Aserbaidschan 

BA Bosnien-Herzegowina 

BB Barbados 

BE Belgien 

BF Burkina Faso 

BG Bulgarien 

BJ Benin 

BR Brasilicn 

BY Belarus 

CA Kanada 

CF Zentralafrikanische Republik 

CG Kongo 

CH Schweiz 

CI Cftte d'Tvoire 

CM Kamerun 

CN China 

CU Kuba 

CZ Tschechische Republik 

DE Deutschland 

DK Danemark 

EE Estland 



ES 


Spanien 


LS 


Lesotho 


SI 


Slowenien 


FI 


Finnland 


LT 


Litauen 


SK 


Slowakei 


FR 


Frankreich 


LU 


Luxemburg 


SN 


Senegal 


GA 


Gabun 


LV 


Lettland 


SZ 


Swasiland 


GB 


Vereinigtes KSnigreich 


MC 


Monaco 


TD 

TG 


Tschad 


GE 


Georgien 


MD 


Republik Moldau 


Togo 


GH 


Ghana 


MG 


Madagascar 


TJ 


Tadschikistan 


GN 


Guinea 


MK 


Die ehemalige jugoslawische 


TM 


Turkmenistan 


GR 


Griechenland 




Republik Mazedonien 


TR 


TOrkei 


HU 


Ungarn 


ML 


Mali 


TT 


Trinidad und Tobago 


IE 


Irland 


MN 


Mongolei 


UA 


Ukraine 


IL 


Israel 


MR 


Mauretanien 


UG 


Uganda 


IS 


Island 


MW 


Malawi 


US 


Vereintgte Staaten von 


IT 


Italien 


MX 


Mexiko 




Amerika 


JP 


Japan 


NE 


Niger 


UZ 


Usbekistan 


KE 


Kenia 


NL 


Niederlande 


VN 


Vietnam 


KG 


Kirgisistan 


NO 


Norwegen 


YU 


Jugoslawien 


KP 


Demokratische Volksrepublik 


NZ 


Neuseeland 


ZW 


Zimbabwe 




Korea 


PL 


Polen 






KR 


Republik Korea 


FT 


Portugal 






KZ 


Kasachstan 


RO 


Rumanien 






LC 


St. Lucia 


RU 


Russische Federation 






LI 


Liechtenstein 


SD 


Sudan 






LK 


Sri Lanka 


SE 


Schweden 






LR 


Liberia 


SG 


Singapur 







WO 99/67393 



PCT/EP99/04288 



5 

Strukturprotein von AAV, seine Herstellung und Verwendung 

10 



1 5 Die vorliegende Erfindung betrifft ein Strukturprotein von Adeno-assoziiertem Virus 
(AAV), das mindestens eine Mutation enthalt, die eine Erhohung der Infektiositat 
bewirkt. 

Das AAV- Virus gehort zur Familie der Parvoviren. Diese zeichnen sich durch ein 
2 0 ikosaedrisches, unbehiilltes Kapsid mit einem Durchmesser von 18 bis 30 nm aus, 
welches eine lineare, einzelstrangige DNA von ca. 5 kb enthalt. Fur eine effiziente 
Vermehrung von AAV ist eine Coinfektion der Wirtszelle mit Helferviren, 
beispielsweise mit Adenoviren, Heipesviren oder Vacciniaviren erforderlich. In 
Abwesenheit eines Helfervirus geht AAV in einen Latenzzustand iiber, wobei das 
25 Virusgenom in der Lage ist, stabil in das Wirtszellgenom zu integrieren. Die 
Eigenschaft von AAV, in das Wirtsgenom zu integrieren, macht es als 
Transduktionsvektor fur Saugetierzellen besonders interessant. Fiir die 
Vektorfunktionen genugen im allgemeinen die beiden ca. 145 bp langen invertierten 
terminalen Wiederholungssequenzen (ITR: "Inverted Terminal Repeats"). Sie tragen 
30 die "cis" notwendigen Signale fiir Replikation, Verpackung und Integration in das 
Wirtszellgenom. Zur Verpackung in rekombinante Vektorpartikel wird ein 
Vektorplasmid, welches die Gene fur nicht-stnikturelle Proteine (Rep-Proteine) und 
fur strukturelle Proteine (Cap-Proteine) tragt, in verpackungsgeeignete Zellen, z.B. 
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HeLa- oder 293-Zellen, transfiziert, die hierauf beispielsweise mit Adenovirus 
infiziert werden. Nach einigen Tagen erhalt man ein Lysat, welches rekombinante 
AAV-Partikel enthalt. 

5 Das AAV-Kapsid besteht aus drei verschiedenen Proteinen: VP1, VP2 und VP3, 
deren relative Anteile 5% VP1, 5% VP2 und 90% VP3 sind. Die AAV-Kapsidgene 
sind am rechten Ende des AAV-Genoms lokalisiert und werden durch uberlappende 
Sequenzen desselben offenen Leserahmens (ORF) unter Verwendung verschiedener 
Startkodons kodiert. Das VP 1 -Gen enthalt die ganze VP2-Gensequenz, welche 

0 wiederum die ganze VP3-Gensequenz mit einem spezifischen N-terminalen Bereich 
enthalt. Die Tatsache, dafi die uberlappenden Leserahmen fur alle drei AAV- 
Kapsid-Proteine kodieren, ist fur die obligatorische Expression aller Kapsid- 
Proteine, wenn auch zu unterschiedlichen Anteilen, verantwortlich. 

5 Die Molekularmassen der Kapsid-Proteine sind 87 kD fur VP1, 73 kD fur VP2 und 
62 kD fur VP3. Die Sequenzen der Kapsidgene sind in Srivastava, A. et al. (1983), 
J. Virol., 45, 555-564; Muzyczka, N. (1992), Curr. Top. Micro. Immunol., 158, 
97-129, Ruffing, N. et al. (1992), J. Virol., 66, 6922-6930 oder Rutledge, E. A. et 
al. (1998) J. Virol. 72, 309-319 beispielsweise beschrieben. Die physikalische und 

0 genetische Karte des AAV-Genoms ist beispielsweise bei Kotin, R. M. (1994), 
Human Gene Therapy, 5, 793-801 beschrieben. 

Zudem sind verschiedene AAV-Serotypen bekannt, von denen der menschliche 
AAV-Serotyp 2 (AAV2) ein Virusvektor mit vorteilhaften Eigenschaften fur die 
5 somatische Gentherapie darstellt. Die wesentlichen Vorteile sind die fehlende 
Pathogenitat fur den Menschen, die stabile Integration viraler DNA in das zellulare 
Genom, die Fahigkeit, nicht teilende Zellen zu infizieren, die Stabilitat des Virions, 
was die Aufreinigung zu hohen Titern (10 !l Partikel pro ml) ermoglicht, die geringe 
Immunogenitat sowie das weitgehende Fehlen viraler Gene und Genprodukte im 
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rekombinaten AAV-Vektor, was unter Sicherheitsaspekten fur die Verwendung in 
der Gentherapie vorteilhaft ist. Die Klonierung von Genen in den AAV-Vektor 
erfolgt mittlerweile nach den dem Fachmann allgemein bekannten Methcxlen, wie 
sie z.B. in WO 95/ 23 867, bei Chiorini, J. A. et al. (1995), Human Gene Therapy, 
5 6, 1531-1541 oder bei Kotin, R. M. (1994), supra, beschrieben sind. 

Im allgemeinen hat beispielsweise AAV2 ein breites Wirkspektrum. Epitheliale 
Gewebe, wie menschliche epitheliale Tumorzellinien, aber auch primares 
Tumormaterial, wie Zervix- oder Ovarialkarzinom oder Melanom, und menschliche 

10 Keratinozyten werden sehr effizient infiziert (70-80%), wohingegen hamatopoeti- 
sche Zellen, wie lymphohamatopoetische Zellen mit 10- bis lOOfach geringerer 
Effizienz (0,5-5%) infiziert werden (Mass et al. (1998) Human Gene Therapy, 9, 
1049 - 1059). Eine Ursache hierfur konnte sein, daB fur die Aufnahme von AAV in 
die Zelle eine Interaktion zwischen AAV und einem AAV-Rezeptor auf der 

15 Oberflache der Zelle notwendig ist. So ist beispielsweise der putative, primare 
AAV2-Rezeptor ein Zellmembran-Glykoprotein von 150 kD (Mizukami, H. et al. 
(1996), Virology, 217, 124-130) oder Heparan-Sulfat-Proteoglycan (Summerford, 
C. & Samulski, R. J. (1998), J. Virol., 72, 1438-1445). Als mogliche 
Sekundarrezeptoren wurden bestimmt: a v P 5 Integrin (Summerford et al., (1999) 

20 Nature Medicine 5, 78-82) und human fibroblast growth factor receptor 1 (Qing et 
al., (1999) Nature Medicine 5, 71-77). Bindungsstudien zeigten nun, daB die 
Oberflachendichte dieses Rezeptors auf Zellen, die durch AAV2 nicht effizient 
infiziert werden, herabgesetzt ist. 

2 5 Es ist nun bekannt, daB durch eine genetische Modifikation von Kapsid-Proteinen 
von Retroviren und Adenoviren Bindungsstellen fur Rezeptoren in das Kapsid 
eingebracht werden konnen, die nur auf bestimmten Zellen exprimiert werden und 
somit ein Rezeptor-vermitteltes Targeting von Vektoren ermoglicht wurde (s. z.B. 
Cosset, F. L. & Russell, S. J. (1996), Gene Ther., 3, 946-956, Douglas, J. T. et al. 
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(1996), Nat. Biotechnol., 14, 1574-1578, Krasnykh, V. N. et al. (1996), J. Virol., 
70, 6839-6846, Stevenson, S. C. et al. (1997), J. Virol., 71, 4782-4790 oder 
Wickham, T. J. et al. (1996), Nat. Biotechnol., 14, 1570-1573). In WO 96/00587 
wird auch auf AAV-Kapsid-Fusionsproteine hingewiesen, die heterologe Epitope 
5 klinisch relevanter Antigene enthalten sollen, wodurch eine Immunantwort induziert 
werden soli und die mit der Kapsidbildung nicht interferieren sollen. Die 
Veroffentlichung enthalt jedoch nur einen allgemeinen Hinweis ohne nahere 
Angaben zur Ausfuhrbarkeit, insbesondere zu geeigneten Insertionsstellen. Steinbach 
et al. (1997) (Biol. Abstr. 104, Ref. 46570) beschaftigten sich mit der in-vitro 

1 0 Assemblierung von AAV Partikeln, die zuvor im baculo-System exprimiert wurden. 
Es werden auch Mutationen am cap-Gen gemacht, die aber nicht zu einer Anderung 
des Tropismus, sondern zu einem Plasmidkonstrukt fuhren sollten, bei dem jeweils 
nur ein VP-Protein exprimiert wird. Eine Veranderung der Infektiositat wird nicht 
erwahnt. Ruffing et al. (1994) (J.Gen. Virol. 75, 3385-3392) beabsichtigten, den 

15 naturlichen Tropismus von AAV2 zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurden 
Mutationen am C- Terminus des AAV2-VP-Proteins eingefuhrt, wobei von der 
(aufgrund falscher Ausgangsdaten irrigen) Annahme ausgegangen wurde, damit ein 
RGD-Motiv zu andern. Die Mutation bewirkte lediglich eine reduzierte Infektiositat. 

20 Ein indirektes Targeting ist aus Bartlett et al. (1999; Nat. Biotechnol. 17, 181-186) 
bekannt. Dabei wurde ein bi-spezifischer Antikorper verwendet, der sowohl gegen 
das AAV2-Kapsid als auch eine Zielzelle gerichtet war. Das Viruskapsid wurde 
jedoch weder kovalent verknupft noch modifiziert oder ein Kapsid-Protein mutiert. 
Der bisher einzige Versuch eines direkten Targetings bei AAV2 wurde von Yang et 

25 al. (1998; Hum. Gene Ther. 1, 1929-1937) unternommen. Dabei wurden Single- 
Chain-Antikorperfragmente gegen das CD34-Molekul mit dem N-Terminus von 
VP2 fusioniert, direkt am N-Terminus von VP1 insertiert. Diese Methode weist 
jedoch 2 deutliche Nachteile auf. Zum einen war der Infektionstiter sehr niedrig und 
zum anderen mufite das Fusionsprotein fur eine erfolgreiche Verpackung mit 
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unmutierten Kapsidproteinen VP1, VP2 und VP3 koexprimiert werden. Daraus 
resultierte aber eine Mischung aus chimarischen und Wildtyp-Kapsidproteinen, 
deren Zusammensetzung und damit Wirksamkeit nicht vorhersehbar war. Im 
ubrigen war auch die Verpackungseffizienz und die Infektiositat iiber den Wildtyp- 
5 Rezeptor auf HeLa-Zellen gegenuber dem Wildtyp erheblich verringert. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, AAV so zu modifizieren, dafi 
ein spezifischerer und effizienterer Gentransfer moglich ist als mit bekannten AAV- 
Vektoren. 

10 

Uberraschenderweise wurde nun gefunden, dali Struktur- bzw. Kapsid-Proteine von 
AAV so modifiziert werden konnen, dali dadurch eine Erhohung der Infektiositat 
bewirkt wird. 

1 5 Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Strukturprotein von AAV, 
das mindestens eine Mutation enthalt, die eine Erhohung der Infektiositat, bewirkt. 
Durch die Erhohung der Infektiositat kann beispielsweise ein spezifischer bzw. 
effizienter Gentransfer von wenig infiziertem Gewebe, wie z.B. hamatopoetischem 
Gewebe, erzielt werden. Unter Anderung und insbesondere Erhohung im Sinne 

2 0 dieser Erfindung ist keine generelle sondern eine zellspezifische Anderung oder 
Erhohung zu verstehen, also in Hinsicht auf einen bestimmten Zelltyp. Damit sind 
unter Erhohung der Infektiositat auch Falle erfafit, in denen die Infektiositat fiir 
bestimmte Zellen erniedrigt und lediglich fur einen anderen Zelltyp oder mehrere 
andere Zelltypen erhoht ist. 

25 

Vorzugsweise ist/sind die Mutation/en an der Virusoberflache lokalisiert. Zur 
Bestimmung der Oberflachen-lokalisierten Bereiche der Strukturproteine wurde 
gemaB der vorliegenden Erfindung uberraschenderweise gefunden, dafi CPV- und 
AAV2-Sequenzen und -Strukturen vergleichbar sind. Man kann daher 
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vorzugsweise auf bekannte Kristallstrukturen von Parvoviren wie von Parvovirus 
B19 oder von CPV (Canine-Parvovirus) zuriickgreifen und mit Hilfe von 
Homologievergleichen Proteindomanen identifizieren, die fur die AAV/AAV- 
Rezeptor-Interaktion wichtig sind und die modifiziert werden konnen. GemaB der 
5 vorliegenden Erfindung hat daher beispielsweise ein computerunterstiitzter 
Vergleich zwischen CPV und AAV2 bzw. Parvovirus B19 und AAV2 
iiberraschenderweise reproduzierbar zur Identifikation von Schleifen (Loops) in 
VP3 gefiihrt, deren Sequenz variiert, d.h die eine geringe Homologie besitzen und 
die fur den Tropismus bzw. die unterschiedliche Infektiositat des Virus 

1 0 verantwortlich sein konnen. So wurde die bekannte Kristallstruktur des CPV VP2- 
Kapsid-Proteins (z.B. Luo M.(1988), J. Mol. Biol, 200, 209-211; Wu und 
Rossmann (1993), J.Mol.Biol, 233, 231-244) aufgrund der hohen Ahnlichkeit zum 
AAV2 VP3 in der sekundaren Struktur des Proteins als Muster genommen, um die 
Regionen herauszufinden, die auf der viralen Kapsidoberflache exponiert sind und 

15 die aufgrund der lokalen Aminosauresequenz flexibel genug sind, die Insertion 
einer Peptidsequenz zu iiberstehen. Dabei wurde sorgfaltig darauf geachtet, daB 
keine sekundaren Strukturelemente des AAV2-Kapsidproteins ausgewahlt wurden, 
die das Kapsid destabilisieren wurden. 

2 0 Eine weitere Moglichkeit zur Bestimmung der Oberflachen-lokalisierten Bereiche 
der Strukturproteine ist ein Vergleich der fur die Kapside kodierenden 
Nukleinsauresequenzen von unterschiedlichen AAV-Serotypen. Hierzu konnen 
beispielsweise bekannte DNA-Sequenzen unterschiedlicher AAV-Serotypen, wie 
AAV2, AAV3, AAV4 oder AAV6, fur Strukturanalysen moglicher 

25 Kapsidmorphologien von beispielsweise AAV2 herangezogen werden, wobei ab 
initio mogliche Tertiarstrukturen berechnet und Sequenzbereiche aufgrund allgemein 
bekannter Aminosaure-Eigenschaften den inneren oder auBeren Kapsidbereichen 
zugeordnet werden konnen. So konnten beispielsweise gemaB der vorliegenden 
Erfindung sieben mogliche Insertionsstellen im VP3-Bereich des AAV2-Kapsids 
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ermittelt werden, die die Insertion beispielsweise eines Liganden und seine Expression 
auf der Virusoberflache ermoglichten (siehe unten). 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform sind die Mutation(en) am N- 
5 Terminus des Strukturproteins lokalisiert, da gefimden wurde, daG beispielsweise bei 
den Parvoviren CPV und B19 der N-Terminus an der Zelloberflache liegt. Dabei 
wird die Mutation vorzugsweise nicht direkt am N-Terminus von VP1 sondern 
einige Aminosauren downstream vom N-Terminus vorgenommen. 

10 In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform verursacht die Mutation eine 
Anderung der Protein-Zellmembranrezeptor-Interaktion, wobei der Zell- 
membranrezeptor vorzugsweise ein Glykoprotein von ca. 150 kD und/oder ein 
Heparansulfat-Proteoglycan, wie oben bereits naher beschrieben, ist. Diese beiden 
Rezeptoren sind vermutlich Primarrezeptoren, die durch mindestens einen 

1 5 Sekundarrezeptor (s.o.) erganzt werden. 

Im allgemeinen kann die Mutation im VP1-, VP2- und/oder VP3-Strukturprotein 
liegen, wobei das VP1- und/oder das VP3-Strukturprotein bevorzugt sind. Des 
weiteren ist das mutierte Strukturprotein vorzugsweise weiterhin zur Partikelbildung, 
2 0 d.h. zur Ausbildung eines ikosaedrischen Kapsids, befahigt. Des weiteren kann das 
Strukturprotein von alien AAV-Serotypen abgeleitet sein, insbesondere von 
humanen Serotypen, vorzugsweise von AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5 
und/oder AAV6, vor allem von AAV2, AAV3 und/oder AAV6. Darunter fallen 
auch von den genannten Serotypen, insbesondere AAV2, abgeleitete Serotypen. 

25 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform stellt/stellen die Mutation/en 
Punktmutation(en), die Mutation(en) mehrerer Aminosauren, eine oder mehrere 
Deletionen und/oder eine oder mehrere Insertionen sowie Kombinationen dieser 
Mutationen im Strukturprotein dar, wobei die Insertion vorzugsweise die Insertion 



WO 99/67393 



PCT/EP99/04288 



-8- 



eines Zellmembranrezeptor-Liganden, ein Rep-Protein oder -Peptid, beispielsweise 
in Form einer Rep-Domane, ein immunsuppressives Protein oder Peptid und/oder 
ein Protein oder Peptid mit einem Signal zur Doppelstrangsynthese des Transgens 
bzw. Fremdgens ist. 

5 

Beispiele von Insertionen sind u.a. Integrine, Cytokine oder Rezeptor- 
Bindungsdomanen von Cytokinen oder Wachstumsfaktoren, wie z.B. GM-CSF, IL- 
2, IL-12, CD40L, TNF, NGF, PDGF oder EGF, an Zelloberflachenrezeptoren 
bindende einzelkettige Antikorper, sog. "single chain" Antikorper (scFv), 

10 beispielsweise an die Oberflachenrezeptoren CD40, CD40L, B7, CD28 oder CD34 
bindende einzelkettige Antikorper, oder Epitope bzw. Rezeptorbindungsstellen, die 
beispielsweise ihrerseits von bestimmten Antikorpern, beispielsweise Anti-CD40L- 
monoklonale Antikorper, bzw. von chemischen Substanzen oder Hormonen, z.B. 
Katecholamine, erkannt werden. Weitere Beispiele sind auch Antikorper gegen 

15 bestimmte Epitope wie beispielsweise „cell recognition particles" oder Teile von 
Xenobiotika, wie Drogen, die teilweise auf der Zelloberflache bestimmter Zellen 
prasentiert werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden antikorperbindende Strukturen, wie 
20 z.B. Protein A, Protein G oder anti-Fc-Antikorper, bzw. Teile hiervon, insertiert. 
An diese werden wiederum spezifische Antikorper gegen bestimmte 
Zelloberflachenstrukturen (beispielsweise gegen das CD40 bei lymphatischen Zellen 
oder gegen das CD34 bei hamatopoietische Zellen) angekoppelt. Damit wird ein fast 
universeller Einsatz von erfindungsgemafies Strukturprotein enthaltenden Substanzen 
25 moglich, da prsiktisch jeder Antikorper ankoppelbar ware, wobei der Einsatz dann 
auch sehr spezifisch erfolgen kann. 

Bei diesem indirekten Targeting kann man einen universellen AAV- 
Targetingvektor herstellen, der individual und je nach Anwendung mit 
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unterschiedlichen Antikdrpern beladen werden kann, die jeweils gegen 
verschiedene spezifische Oberflachenrezeptoren oder Oberflachenmolekule der 
Zielzelle gerichtet sind und iiber die das Vims an die Zielzelle bindet und diese 
infizieren soil. Damit entfallt die individuelle Klonierung verschiedener AAV- 
5 Mutanten fur gezielte Targetingprobleme. Dabei konnen entsprechende 
erfindungsgemaBe Vektoren oder Kapsid-Mutanten uber den Einsatz 
verschiedenster Antikorper auch dazu dienen, geeignete Oberflachenrezeptoren auf 
den Zielzellen zu bestimmen, die zur Virenbindung oder zu deren Aufnahme in 
Zellen geeignet sind, so daC schnell und effektiv Targetingrezeptoren auf den 
1 0 Zielzellen gescreent werden konnen. 

Besonders bevorzugt ist es, ein- oder mehrfach - vorzugsweise einfach - die Z- 
Domane von Protein A, insbesondere in verkurzter, deletierter Form, z.B. als 
Z34C Protein (Starovasnik et al. (1997), Proc.Natl.Acad.Sci. USA 16:94, 10080- 

15 10085), zu insertieren und dabei u.U. zuvor einige Aminosauren an der 
Deletionsstelle im Kapsidprotein zu deletieren. Die Z-Domane von Protein A und 
deren zweifache, sukzessive Insertion in das Kapsid von Sindbis-Viren ist bei Ohno 
et al. (1997) Nat. Biotech. 15, 763-767 beschrieben. Protein A bindet uber funf 
unabhangige Domanen an den FC-Teil von Antikorpern. Die am starksten 

2 0 bindende Domane ist die B- oder Z-Domane, von der 33 Aminosauren fur die 
Bindung essentiell sind. Diese Bindungsstruktur kann durch zwei Cystein-Briicken 
stabilisiert werden (Starovasnik et al. supra). 

Ein besonders bevorzugter Ligand ist beispielsweise das Pl-Peptid (QAGT- 
2 5 FALRGDNPQG), das ein 14 Aminosauren langes Peptid aus der Core-Sequenz 
einer Alpha-Kette der Laminin-Familie darstellt. Diese Sequenz ist beispielsweise 
ausreichend, um einen Integrin-Rezeptor zu erkennen, der u.a. die Endozytose 
viraler Partikel, z.B. von Adenovirus, vermittelt. Das Pl-Peptid bindet unabhangig 
von seiner Konformation (linear oder zirkular) an den Integrin-Rezeptor. GemaB der 
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vorliegenden Erfindung wird die kodierende DNA-Sequenz des Pl-Peptids in das 
Gen kodierend fur ein Strukturprotein von AAV, welches beispielsweise auf einem 
Helferplasmid liegt, eingebaut. Nach der Verpackung mit dem mutanten 
Helferplasmid erhalt man rekombinantes AAV mit PI im Kapsid (rAAV-Pl). 

5 

Weitere mogliche Liganden, die an den Insertionsstellen eingefugt werden sind 
solche, die iediglich iiber ihre Ladung, die Art der chakteristischen 
Aminosaurezusammensetzung, und/oder iiber ihre spezifische Glykosilierung 
und/oder Phosphorylierung an Zelloberflachenmolekiile binden. Dabei versteht man 

10 unter der Art der chakteristischen Aminosaurezusammensetzung, daB diese z.B. 
uberwiegend hydrophobe, hydrophile, sterisch sperrige, geladene Oder Amino-, 
Carbonsaure-, SH- oder OH-Gruppen enthaltende Aminosaurereste aufweisen. 
Damit konnen Zellen iiber einen unspezifischen Mechanismus fur die AAV- 
Transfektion zuganglich gemacht werden. Dabei sind beispielsweise viele 

15 Zelloberflachenmolekiile spezifisch glykosiliert und phosphoryliert bzw. negativ 
geladen und konnen so z.B. ein Target fur eine AAV-Mutante mit mehrfach positiv 
geladenem Aminosaureliganden darstellen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird (werden) die Mutation(en) 
2 0 durch Insertionen an der Xhol-Schnittstelle der VPl-kodierenden Nukleinsaure und 
in einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform an der BsrBI-Schnittstelle der VPl- 
kodierenden Nukleinsaure bewirkt. Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform des 

erfindungsgernaBen Strukturproteins entsteht durch eine Deletion zwischen den BsrBI- 
Hindll-Schnittstellen der VPl-kodierenden Nukleinsaure und eine oder mehrere 
2 5 Insertionen, vorzugsweise an der Stelle der Deletion. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung wird 
(werden) die Mutation(en) durch eine oder mehrere Deletionen zwischen den Xhol- 
Xhol-Schnittstellen der VPl-kodierenden Nukleinsaure, die 62 Aminosauren umfaBt 
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(Hermonat, P. L. et al. (1984), J. Virol., 51, 329-339) bewirkt. In einer weiteren 
bevorzugten U nd entsprechenden Ausfuhrungsform liegt/liegen die Deletion(en) 
zwischen den BsrBI-Hindll-Schnittstellen der VPl-kodierenden Nukleinsaure, die 
innerhalb der oben beschriebenen Deletion liegt und 29 Aminosauren umfaflt. Diese 
5 Deletion hat den Vorteil, daB sie keine Uberlappung mit dem rep-Gen hat und daher 
den Verpackungsmechanismus im wesentlichen nicht beeinfluflt. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform liegen ein oder mehrere Insertionen 
im VP3-Strukturprotein (Rutledge, E. A. et al. (1998) supra) vor und/oder nach 
10 mindestens einer Aminosaure in der Sequenz ausgewahlt aus YKQIS SQSGA, 
YLTLN NGSQA, YYLSR TNTPS, EEKFF PQSGV, NPVAT, EQYGS, LQRGN 
RQAAT, NVDFT VDTNG, da diese Stellen an den exponierten Stellen eines Loops 
liegen, wobei das Risiko gering ist, die VP3-Struktur zu andern. 

1 5 Die Punktmutation(en), die Mutation(en) mehrerer Aminosauren, die Deletion(en) oder 
Insertion(en) wird/werden nach allgemein bekannten Methoden durch Deletion und 
Insertion in dem fur das Strukturprotein codierenden Gen durchgefuhrt. Die 
Deletionen lassen sich beispielsweise mittels PCR-unterstutzter Mutagenese in die 
einzelnen Strukturprotein-Gene einfuhren. Die Insertionen lassen sich nach 

2 0 allgemein bekannten Methoden beispielsweise mittels Hydrolyse durch Restrik- 
tionsendonukleasen der entsprechenden Strukturprotein-Gene und anschliefiender 
Ligasereaktion einfugen. 

Mittels geeigneter Zellen, die einen ausgewahlten Rezeptor exprimieren, 
2 5 beispielsweise den Laminin-Alpha-Rezeptor, aber schlecht mit Wildtyp-AAV, 
beispielsweise mit Wildtyp-AAV2, zu infizieren sind, kann man in einem 
Adhasionstest (Valsesia-Wittmann, S. et al. (1994) J. Virol. 68, 4609-4619) relativ 
einfach die Anderung der Infektiositat der erfindungsgemafien, muderten 
Strukturproteine, beispielsweise die funktionelle Expression des Pl-Peptids auf der 
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Oberflache von AAV nachweisen. Der Vorteil dieses Testsystems ist, daB man 
schnell mittels Inspektion und quantitativ mittels Messung der optischen Dichte 
beispielsweise die Expression des Pl-Peptids auf der viralen Oberflache bestimmen 
kann. 

5 

Zum schnellen Screening der Expression inserierter Liganden auf der 
Virusoberflache und von Modifikationen des Tropismus wurde daher auf der 
Grundlage des Laminin/Integrin-Ligand/Rezeptor-Systems ein geeignetes 
Targetingmodell entwickelt. Hierzu wurde die Nukleinsaure codierend fur das 

10 bereits oben naher beschriebene Pl-Peptid, welches unabhangig von seiner 
Konformation (linear oder zirkular) an den Integrin-Rezeptor bindet, in das cap-Gen 
eingebaut, so daB man nach der Virusverpackung mit mutiertem AAV2-Genom 
rAAV mit Pl-Liganden im Kapsid (rAAV-Pl) erhielt. Zur Durchfuhrung des 
Testsystems wurden zwei verschiedene Zellinien verwendet, die zum einen durch 

15 Wildtyp-AAV2 infizierbar sind und den AAV2-Rezeptor (Heparansulfat- 
Proteoglycan-Rezeptor, HPR, evtl. auch Sekundarrezeptoren (s.o.)), aber nicht den 
Integrin-Rezeptor fur Laminin-Pl (LP1-R) exprimieren und zum anderen, die den 
LP1-R auf ihrer Oberflache exprimieren, aber nicht HPR. Geeignete Zellinien 
lassen sich in DurchfluB-zytometrischen Untersuchungen mit Hilfe von Anti-HPR- 

2 0 Antikorpern und Adhasions- Assays an Laminin-Pl ermitteln. 

Diese Tests zeigten, daB beispielsweise die oben beschriebenen Mutanten die 
Laminin-Alpha-Rezeptor-positiven Indikatorzellen, z.B. die Zellinie M07-LP1-R 
mit mindestens 10-fach hoherer Effizienz infizieren als Wildtyp-AAV. In 
25 Kompetitions- Assays mit loslichem Pl-Peptid wurde beispielsweise auch gezeigt, 
daB die Infektion mit rAAV-Pl tatsachlich durch den inserierten Liganden 
vermittelt wurde. Ebenso wurde in einem weiteren Test mit einer rAAV-Pl- 
Mutante B16F10-Zellen, eine Zellinie, die normalerweise nicht durch Wildtyp 
AAV infiziert wird, um mehr als vier GroBenordnungen starker transfiziert als dies 
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mit dem Wildtyp AAV moglich war. 

Ein anderer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein erfindungs- 
gemaBes Strukturprotein in Form eines AAV-Partikels, insbesondere in Form eines 
5 AAV-Kapsids, da Partikel bzw. Kapside als Trager von ausgewahlten 
Verbindungen, z.B. rAAV-Transduktionsvektoren, besonders geeignet sind. 

Weitere Gegenstande der vorliegenden Erfindung sind eine Nukleinsaure, 
vorzugsweise eine RNA oder DNA, insbesondere eine doppelstrangige DNA, 
1 0 kodierend fur ein erfindungsgemaBes Strukturprotein. 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auch auf eine Zelle, vorzugsweise eine 
Saugetierzelle, beispielsweise eine COS-Zelle, Hela-Zelle oder 293-Zelle, 
enthaltend eine erfindungsgemaBe Nukleinsaure. Derartige Zellen eignen sich 
1 5 beispielsweise zur Herstellung der rekombinanten AAV-Partikel. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher auch ein Verfahren 
zur Herstellung eines erfindungsgemafien Strukturproteins, insbesondere zur 
Herstellung eines erfindungsgemaUen Strukturproteins in Form eines AAV- 
20 Partikels, wobei eine geeignete Zelle, enthaltend eine Nukleinsaure, kodierend fur 
das erfindungsgemaBe Strukturprotein kultiviert und ggf. das exprimierte 
Strukturprotein isoliert wird. Beispielsweise lafit sich das erfindungsgemaBe 
Strukturprotein iiber einen Casiumchlorid-Gradienten, wie beispielsweise in 
Chiorini, J. A. et al. (1995), supra, beschrieben, isolieren. 

25 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung bezieht sich auf die 
Verwendung des erfindungsgemafien Fusionsproteins ffir die Anderung des 
Tropismus von AAV, ffir die Transformation einer Zelle, insbesondere einer Zelle, 
die vorher einer AAV-Infektion wenig zuganglich war, wie beispielsweise einer 
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hamatopoetischen Zelle, fur die Gentherapie in Form von geeigneten rAAV- 
Vektoren, wie oben bereits naher beschrieben, oder fur das genomische Targeting. 

Ebenfalls umfaBt ist die Verwendung eines erfindungsgemaBen Fusionsproteins, bei 
5 dem die Mutation eine erhohte Infektiositat gegenuber bestimmten Zellen, 
beispielsweise iiber einen Integrin-Rezeptor verfiigende B16F10, bewirkt hat, fur 
Wirksamkeitsuntersuchungen mit diesen Zellen. Beispiele sind Tumormodelle und - 
zelllinien vorzugsweise aus Maus. Bei dieser Verwendung konnen fur den 
Menschen realistische und vergleichbare Modelle zur Untersuchung herangezogen 

1 0 werden, die so bisher nicht zuganglich waren wie bestimmte Mauszellinien. Dabei 
ist festzustellen, daB sich Mauszellen generell um ein Vielfaches schlechter 
infizieren lassen als humane Zellen. So sind in der Maus mit B16F10- 
Melanomzellen induzierte Tumore fur AAV2 mit unmutiertem Capsid nicht 
zuganglich. Gerade in diesem Fall erlauben aber die erfindungsgemaBen Proteine 

1 5 AAV2-Wirksamkeitsstudien in diesem und entsprechend anderen Tumormodellen 
in Mausen. Dabei tritt erleichternd hinzu, daB Mauszellen in vielen Geweben und 
Zelltypen liber den spezifischen Integrinrezeptor fur das Pl-Peptid verfugen, das 
ein bevorzugter Ligand der erfindungsgemaB mutierten Strukturproteine ist. Mit 
den erfindungsgemaBen Mutanten kann somit durch die erhohte Infektiositat fur 

2 0 beispielsweise B16F10 und andere Tumorzellinien aus der Maus, die z.B. uber 
diesen spezifischen Integrinrezeptor verfugen, ein fur den Menschen realistischeres 
und vergleichbareres Test-Modell konstruiert werden als bisher bekannt, da die 
induzierten Tumore so wesentlich effizienter transduziert werden konnen. 

2 5 Eine weitere Verwendung des erfindungsgemaBen Fusionsproteins ist die Diagnostik. 
So konnen beispielsweise erfindungsgemaB Antikorper oder antikorperbindende 
Substanzen mit Antikorpem als Liganden eingesetzt werden, die bestimmte prasentierte 
Epitope auf Zellen, beispielsweise einer Blutprobe erkennen und binden, so daB ein 
Signal ausgelost wird. Anwendungsbeispiele waren prasentierte Teile von Xenobiotika 



WO 99/67393 



PCT/EP99/04288 



-15- 



wie Drogen oder „cell recognition particles", mit denen die Herkunft von 
Gewebszellen, beispielsweise in der Tumordiagnose, bestimmt werden kann. 

Andere Gegenstande der vorliegenden Erfindung beziehen sich auch auf ein 
5 Arzneimittel, bzw. Diagnosticum enthaltend ein erfindungsgemafies Fusionsprotein, 
eine erfindungsgemaBe Nukleinsaure oder eine erfindungsgemaBe Zelle und ggf. 
geeignete Hilfs- und Zusatzstoffe, wie z.B. eine physiologische Kochsalzlosung, 
Stabilisatoren, Proteinaseinhibitoren, etc. 

10 Ein wesentlicher Vorteil der vorliegenden Erfindung ist, daB durch die 
erfindungsgemaBe Mutagenese von Strukturproteinen von AAV die Infektiositat im 
wesentlichen ohne Verlust der Veipackungseffizienz rekombinanter AAV-Vektoren 
in das Kapsid des Virus geandert, insbesondere die Infektiositat fur wenig 
zugangliche Zellen, wie z.B. hamatopoetische Zellen, um das Mehrfache erhoht 

15 werden kann. Die vorliegende Erfindung eignet sich daher im besonderen MaBe fur 
eine verbesserte in vitro wie auch in vivo Transformation bestimmter Zellen, 
beispielsweise fur die somatische Gentherapie. 

2 0 Die folgenden Beispiele und Abbildungen sollen die Erfindung naher erlautern, ohne 
sie zu beschranken. 

Fig. 1) zeigt die Detektion von PI auf der Oberflache der Kapsid-Mutanten und des 
2 5 Wildtyps entweder im direkten ELIS A (schwarze Balken) oder im indirekten ELJS A 
(graue Balken). 



Fig. 2) zeigt die Bindung der Kapsidmutanten bzw. des Wildtyps an unterschiedliche 
Zelltypen. 
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Fig 3) zeigt die Inhibition der Bindung der Kapsidmutante 1-447 an B16F10-Zellen. 
Fig 4) zeigt die Inhibition der Bindung der Kapsidmutante 1-587 an B16F10-Zellen. 

5 



Beispiele 



Mittels PCR-unterstutzter Mutagenese und Schneiden mit den Restriktionsenzymen 
1 0 Xhol, BsrBI bzw. Hindlll wurden folgende Mutationen hergestellt: 



1 . Mutationen im VP 1 



a) Deletion zwischen den Xhol-Xhol-Schnittstellen des VP-1 (AXho; 62 
15 Aminosauren, AS) (Hermonat et al. (1984) Journal of Virology 51, 329 - 

339), 

b) Deletion zwischen BsrBI und Hindll-Schnittstellen des VP-1, die 
innerhalb von der obigen Deletion a) liegt und 29 AS umfaBt (ABH); 

c) Deletion zwischen BsrBI und Hindll, sowie Insertion eines Liganden (Pl- 
2 0 Peptid) (ABH +L); und 

d) Reine Insertion des Liganden (Pl-Peptid) an der BsrBI-Schnittstelle 
(B+L). 



2 . Mutationen im VP3 

25 

a) ins447; YYLSR TNTPS (CPV: 300) 

b) ins534; EEKFF PQSGV (CPV: 390) 

c) ins573; NPVAT EQYGS (CPV: 426) 

d) ins587; LQRGN RQAAT (CPV: 440) 



WO 99/67393 



-17- 



PCT/EP99/04288 



e) ins713; NVDFT VDTNG (CPV: 565) 

CPV bedeutet hier die Lage im aquivalenten CPV-Kapsid 

(Nomenklatur nach Zahl der Aminosauren (AS) gezahlt nach den AS ab 
5 Beginn des N-Terminus im VP-1 von AAV2, umrahmt von jeweils 5 N- 
terminal davon gelegenen und 5 C-terminal davon gelegenen Aminosauren; die 
AS, nach der die Insertion eingebracht wurde, ist in Fettschrift dargestellt). 

Es ist auch moglich, dafl in die funf unmittelbar benachbarten AS, die neben 
10 der fett markierten AS liegen, ebenfalls eine Insertion eingebracht wird, da 

diese ebenfalls innerhalb eines Loops im AAV2-Kapsid liegen. 

3 . Charakterisierung der Kapsidmutanten 

15 Nach Durchfiihrung der Mutationen im AAV2-Genom und Verpackung der 

mutierten Viren mit LacZ-Reportergen wurden die physikalischen Vektor-Titer 
durch Dot-Blot und Kapsid-Titer mit A20-Antikorper-EUSA bestimmt und 
erste Infektionstests auf HeLa-Zellen durchgefuhrt. Dadurch konnte bestimmt 
werden, ob die Mutationen die Struktur der VP-Proteine oder die Interaktion 

2 0 zwischen verschiedenen VP-Proteinen so storen, daB eine Verpackung 

unterbleibt bzw. die Infektion der Zielzelle gestort wird (Tabelle 1). 



25 
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Tabelle 1 Verpackungseffizienz der hergestellten Virusmutanten 



Virusstock 
Wildtyp-Kapsid 


physikalische Virustiter 
1.10 12 


Kapsid-Titer 

(ELJSA mit A20-MAb) 

1.10" 


VPl-Mutanten 




AXho 


6.10 12 


5.10 10 


ABH 


8.10" 


4.10 9 


ABH+L 


1.10 13 


5.10 10 


B+L 


3.10 12 


5.10 9 


VP3-Mutanten 




300 (1-447) 


1.10 12 


4.10 10 


390 (1-534) 


1.10 10 


1.10 7 


426 (1-573) 


3.10 10 


1.10 7 


440 (1-587) 


1.10 12 


2.10'° 


565 (1-713) 


5.10 10 


1.10 7 



Gezeigt sind die physikalischen Virustiter (Dot-Blot) und Kapsid-Titer (A20- 
5 Kapsid-ELISA). Die Konzentrationen sind in Partikel/ml angegeben. 



Ergebnis: 



Flir alle 4 VPl-Mutanten, die rekornbinante Vektoren mit LacZ-Transgen sind, 
10 konnte gezeigt werden, dali Mutationen die Verpackungseffizienz nicht 
beeinflussen und alle mutierten Viren mit ahnlichen guten Titern wie Vektoren 
mit unmutiertem Kapsid verpackt werden konnen C 10 12 Partikel/ml). Auch 
die AAV- Vektoren mit Mutationen im VP3-Bereich konnten mit LacZ- 
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Reportergen erfolgreich verpackt werden (10 l0 -10 12 physikalische Partikel/ml). 

Bindung von rAAV-Pl an Laminin-Rezeptor-positive Indikator-Zellen 

Die oben naher beschriebenen Adhasionstests zeigten, daB die obigen Mutanten 
in mindestens einem Fall die Laminin-alpha-Rezeptor-positiven Indikatorzellen, 
z.B. die Zellinie M07-LP1-R mit mindestens lOfach hoherer Effizienz 
infizieren als Wildtyp-AAV. In Kompetitions- Assays mit loslichem Pl-Peptid 
wurde zudem gefunden, daB die Infektion mit rAAV-Pl tatsachlich durch den 
inserierten Ligand vermittelt wird. 

PI -Mutation im VP3 

Zunachst wurde von einem Plasmid pUC-AV2, das durch Subklonierung des 
4.8-kb Bglll-Fragments des pAV2 (ATCC 37261, ref 53) in die BamHI 
Schnittstelle des pUC19 (New England BioLabs Inc.) hergestellt wurde, 
ausgegangen. Mittels dem Fachmann bekannter PCR-unterstutzter 
Mutagenese wurden an definierten Stellen des Plasmids Mutationen 
vorgenommen. Dabei wurde eine fur PI, ein 1 4-AS-Peptid, mit der AS- 
Sequenz QAGTFALRGDNPQG, das das RGD-Bindungsmotiv eines 
Lamininfragments (Aumailly et al. (1990) FEBS Lett. 262, 82-86) enthalt, 
codierende Sequenz nach den Nukleotiden 3543, 3804, 3921 und 3963 
eingefiigt. Dies entspricht einer Insertion nach den Aminosauren 447, 534, 
573 und 587 des AAV2-Kapsidproteins (Nomenklatur nach Zahl der 
Aminosauren (AS) gezahlt nach den AS ab Beginn des N-Terminus im VP-1 
von AAV2). In der anschlieBenden PCR werden jeweils 2 
mutationsspezifische Primer und als Matrize ein Plasmid, pCap verwendet, 
das nur das cap-Gen enthalt und dadurch gebildet wird, daB das 2.2 kb 
EcoRI-BspMI-Fragment aus pUC-Av2 herausgeschnitten und in die EcoRI- 
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Schnittstelle des pUC19 eingefiigt wird. AnschlieBend werden die PCR 
Produkte in Bakterien amplifiziert, sequenziert und das 1 4-kb EcoNI-Xcml- 
Fragment, das PI enthalt in pUC-AV2, in dem die korrespondierende 
Wildtyp-cap-Sequenz herausgeschnitten wurde, subkloniert. 
5 Dementsprechend enthielten die nach den AS-Insertionsstellen pI-447, pI-534, 

pI-573 und pI-587 genannten Plasmide (Mutanten) das komplette AAV2- 
Genom. 

6. Herstellung von AAV2-Partikel 

10 

HeLa-Zellen (eine humane Cervix-Epithel-Zellinie) wurden mit den 
Plasmiden transfiziert, dann ca. 20h inkubiert und anschlieBend mit 
Adenovirus Typ 5 infiziert. 72 h nach der Infektion wurden die Zellen 
aufgeschlossen und AAV2-Partikel uber einen CsCl-Gradienten gereinigt. 

15 

7. Charakterisierung der Kapsidmutanten gemaB Beispiel 5 

In diesen Versuchen sollte festgestellt werden, ob die Kapsidmutanten das 
virale Genom verpacken und vollstandige Kapside zu bilden konnen. 
20 AAV2-Partikel der Mutanten gemaB Beispiel 5 wurden zunachst darauf 

uberpriift, ob und wenn ja wieviele Partikel das Virus-Genom tragen und 
wieviel DNA in den Kapsid-Mutanten verpackt war. Dazu wurden die 
gemaB Beispiel 6 gereinigten Viren (Mutanten und Wildtyp) mit DNAse 
behandelt, geblottet und mit einer Rep-Sonde hybridisiert. Die in Tabelle 2 
25 dargestellten Titer sind Titer von AAV2 Partikeln mit mutiertem Kapsid 

und Wildtyp-Gen, das die entsprechende Liganden-Insertion tragt, im 
Gegensatz zu Tabelle 1, die den Titer von AAV2-Mutanten mit LacZ- 
Reportergen (Transgen) zeigt. 
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Der sich daraus ergebende Titer zeigte keine qualitative Differenz im 
Vergleich zum Wildtyp, auch wenn quantitative Unterschiede zu sehen 
sind, die aber wiederum so gering sind, das keine fur die Verpackung 
essentiellen Domanen durch die Mutationen funktionell ausgeschaltet sein 
konnen (s. Tabelle 2). 

Aus diesem Ergebnissen konnten noch keine Information uber die 
Konformation des Kapsids abgelesen werden. In einem weiteren 
Experiment wurden A20 monoklonale Antikorper (A20MAb) in einem 
ELISA eingesetzt. A20MAb reagieren spezifisch nur mit komplett 
zusammengesetztem AAV2-Kapsid, nicht mit freiem Kapsid-Protein 
(Wistuba et al., (1997), J. Virol. 71, 1341-1352). Auch hier sind die 
Ergebnisse in Tabelle 2 dargestellt. Wieder zeigt der sich daraus ergebende 
Titer keine entscheidende quantitative oder qualitative Differenz im 
Vergleich zum Wildtyp. Das zeigt, daB die Insertionen an strukturell 
irrelevanten Loops erfolgt war, ohne daB dort die Insertion von PI eine 
Veranderung ausgelost hatte. Im Hinblick auf ihre Fahigkeit, DNA- 
enthaltende Partikel zu bilden, konnten die Mutationen in zwei Gruppen 
eingeteilt werden (Tabelle 2): In der einen Gruppe (Mutanten 1-447 und I- 
587) war die Fahigkeit zur Ausbildung DNA-enthaltender Partikel dem 
Wildtyp AVV2 entsprechend. In der zweiten Gruppe war diese Fahigkeit 
um zwei GroBenordnungen kleiner (Mutanten 1-534 und 1-573). Diese 
Ergebnisse konnten durch Elektronenmikroskopanalyse bestatigt werden. 
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Tabelle 2 Verpackungseffizienz der hergestellten Virusmutanten gemafl 
Beispiel 5 



Virusstpck 
Wildtyp-Kapsid 


physikalische Virastiter 
8.10 13 


Kapsid-Titer 

(ELJSA mit A20-MAb) 

6.10' 2 


Mutanten 




1-447 


1.10 13 


8.10" 


1-534 


5.10" 


3.10 10 


1-573 


1.10 12 


1.10" 


1-587 


4.10 13 


3.10 12 



5 Gezeigt sind die physikalischen Virustiter (Dot-Blot) und Kapsid-Titer (A20-Kapsid- 
ELISA). Die Konzentrationen sind in Partikei/ml angegeben. 



8. Expression von PI auf der Kapsid-Oberflache 

1 0 AnschlieBend wurde untersucht, ob PI auf der Kapsid-Oberflache exponiert 

ist. Dazu wurden zwei verschiedene ELISA mit anti-Pl-polyklonalen 
Antikorpern durchgefiihrt. Bei einem „direkt" genannten ELISA wurden 
die ELISA-Platten direkt mit den Viruspartikel in PBS uber Nacht 
beschichtet, geblockt und mit dem anti-Pl-polyklonalen Antikorper 

15 inkubiert. Kontrollen waren PBS (negativ) und ein Laminin-Fragment 

(positiv). Im indirekten Test wurden die Platten zuerst mit A20MAb 
beschichtet, dann die Viruspartikel und anschlieBend der anti-Pi- 
polyklonale Antikorper zugegeben. Beim direkten Test zeigten 1-447 und I- 
587 eine sehr deutliche, 1-534 und 1-573 hingegen nur eine schwache 

20 Reaktion. Beim indirekten Test hingegen zeigten 1-447, 1-587 und 1-573 
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eine sehr deutliche, 1-534 hingegen gar keine Reaktion (s. Fig 1). 

Bindung von AAV2-Kapsidmutanten an Integrin exprimierende Zellen 

Die Bindung der Mutanten an den Integrinrezeptor wurde durch einen 
Zellanhaftungstest bestimmt, wobei dieser fur virale Praparationen adaptiert 
wurde (Aumailly et al, Supra; Valsesia-Wittmann (1994); J. Virol. 68, 
4609-4619). 1 x 10 9 virale Partikel wurden in 100 jil PBS direkt auf 96er 
Mikrotiterplatten aufbeschichtet und mit PBS, das 1 % BSA enthielt, 
blockiert. Kontrollen wurden mit einem Laminin-Fragment mit einer 
Konzentration von 40 jug/ml (positive Kontrolle) oder mit BSA (10 mg/ml; 
negative Kontrolle) beschichtet. 1 x 10 5 Zellen pro 100 ^il wurden in den 
beschichteten Wells zugegeben. Sie wurden 30 Minuten bei 37° in einem 
wasserbefeuchteten Inkubator inkubiert, urn sich anzuheften. Am Ende der 
Anheftungszeit wurden die Wells zweimal mit PBS ausgewaschen, urn 
nicht angehaftete Zellen zu entfernen. Anhaftende Zellen wurden mit 100% 
Ethanol flir 10 Minuten fixiert, mit Kristallviolett angefarbt und durch einen 
ELISA-Reader bei 570 nm quantifiziert. Es wurden diesmal B16F10-Zellen 
und RN22-Zellinien gewahlt, da diese Pl-spezifisches Integrin auf ihrer 
Oberflache exprimieren und resistent gegen AAV2-Infektionen sind 
(Maass, G. et al. (1998) Hum. Gen. Ther., 9, 1049-1059; Aumailly et al., 
supra). Zwei der Mutationen, 1-447 und 1-587 banden mit ahnlich hoher 
Effektivitat sowohl an B16F10- und RN22-Zellen. Im deutlichen Gegensatz 
dazu wurde keine Bindung des Wildtyps AAV2 und der Mutanten 1-534 
und 1-573 an diese Zellen gefimden (Fig. 2). 

In einem Inhibitionstest wurden Zellen mit RGDS oder RGES, loslichen 
synthetischen Peptiden mit variierender Konzentration, (1-250 nmol) 
gemischt, bevor sie auf die Platte aufgetragen wurden. Dieser Versuch 
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wurde unternommen, um die Spezifitat der Bindung der Mutanten 1-447 
und 1-587 an B16F10-Zellen zu testen. Daher wurden die 
Zelladhasionstests in der Gegenwart eines um die Bindungsstelle 
konkurrierenden Peptids (RGDS), welches der aktiven Pl-Stelle entspricht 
5 und in Gegenwart eines inaktiven'RGES-Peptid durchgefuhrt. Die Bindung 

beider Mutationen 1-447 und 1-587 an B16F10-Zellen konnte mit 30 \imo\ 
des RGDS-Peptids mit einer Effektivitat von 50 % erreicht werden, 
wahrend das RGES-Peptid selbst bei hoheren Konzentrationen inaktiv war. 
Bei einer Konzentration von 250 |imol unterband das RGDS-Peptid 
10 komplett die Virusbindung an B16F10-Zellen (Fig. 3 und 4). Ahnliche 

Ergebnisse wurden mit RN22-Zellen erreicht. 

10. Infektionstests mit Mutanten gemaB Beispiel 5 

1 5 Um den Tropismus der Kapsidmutanten 1-447 und 1-587 zu testen, wurden 

Zellinien, Co-115 und B16F10, mit den mutierten Viren infiziert Co-115- 
Zellen wurden zum Testen des Wildtyprezeptor-Tropismus der Virionen 
verwendet, da diese Zellen mit Wildtyp AAV2 transduziert werden konnen 
und das Pl-Peptid nicht binden. Die B 1 6F 1 0-Zellinie wurde aus den in 
20 Beispiel 9 bereits genannten Grunden verwendet. Drei Tage nach der 

Infektion wurden die Zellen durch Immunofluoreszenzmessung mit Hilfe 
eines anti-Rep-Antikorpers darauf untersucht, ob das virale Rep-Protein 
exprimiert wird (Wistuba et al. (1997) J. Virol. 71, 1341-1352; Wistuba et 
al. (1995) J. Virol. 69, 531 1-5319). Zellen wurden auf Objekttragern zu 70 
2 5 % Konfluenz gezuchtet und mit verschiedenen Konzentrationen 

erfindungsgemaBer viraler Praparationen in serumfreiem Medium 
zusammen mit Adenovirus 5 inkubiert. Die Titer der viralen Praparationen 
wurden drei Tage spater entweder durch in-situ-Detektion der Rep- 
Proteinsynthese in einem Immunofluoreszenzassay (Rep-Titer) bestimmt. 
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Dabei wurde die Immunofluoreszenzanfarbung mit AAV2-infizierten Zellen 
nach einer Methode von Wistuba et al. (Wistuba et al. (1997) J. Virol. 71, 
1341-1352; Wistuba et al. (1995) J. Virol. 69, 5311-5319) durchgefuhrt. 
Die Objekttrager wurden einmal mit PBS gewaschen, in Methanol (5 min, 
5 4°C) fixiert und anschlieBend mit Aceton (5 min, 4°C) behandelt. Die 

Zellen wurden dann fur eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem 
monoklonalen Antikorper 76-3, der mit Rep-Proteinen von AAV2 reagiert, 
inkubiert. AnschlieBend wurde gewaschen und fur eine Stunde mit einem 
Rhodamin-konjugierten Anti-Maus-sekundaren Antikorper bei einer 
10 Verdunnung von 1:50 in PBS mit 1% BSA inkubiert. Die Titer wurden aus 

der letzten limitierenden Verdunnung der viralen Stammlosung errechnet, 
die zu fluoreszenzpositiven Zellen gefuhrt hatten. 

Rep-positive COl 15-Zellen konnten nach Infektion mit Wildtyp AAV2 und 
15 mit beiden Mutanten 1-447 und 1-587 detektiert werden. Bei Col 15-Zellen 

war die Infektiositat von 1-587 und 1-447 um zwei bis drei 
GroBenordnungen kleiner als die des Wildtyps (Tabelle 3). Die 
Transfektion von B16F10-Zellen war mit 1-447 genauso ineffektiv wie die 
mit Wildtypvirus (Tabelle 3). In klarem Gegensatz dazu sind nach Infektion 
20 mit 1-587 rep-positive B16F10-Zellen feststellbar, wobei der Titer des I- 

587-Virus auf 1 x 10 6 Rep-EFU/ml bestimmt wurde (Tabelle 3). 

Um zu untersuchen, ob die Transfektion von B16F10-Zellen durch die 
Mutante 1-587 spezifisch durch die Interaktion zwischen der Pl-Sequenz 
25 auf der Oberflache des mutierten Kapsids und dem Integrinrezeptor auf der 

Oberflache der B16F10-Zellen vermittelt wurde, wurden die Zellen 
entweder mit dem konkurrierenden RGDS oder dem inaktiven RGES- 
Peptid bei Konzentrationen von 200 |imol vor der Infektion mit dem Virus 
inkubiert. Die Zugabe von RGDS-Peptid neutralisierte die Infektiositat von 
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1-587 auf B16F10-Zellen (Tabelle 3), wahrend das Kontrollpeptid RGES 
keinen EfFekt hatte. 



Tabelle 3: Virustiter auf der Zelloberflache 



Virusstock 


Titer auf CO 11 5-Zellen 


Titer auf B16I 


'10-Zellen ; 


Wildtyp-Kapsid 


2.10 9 


- RGDS 
<1 


+ RGDS 
nb 


Mutanten 




1-447 


1.10 5 


<1 


nb 


1-587 


1.10 7 


1.10 6 


<1 


rAAV/LacZ 


5.10 7 


<1 


nb 


rAAV(I-587)/LacZ 


6.10 5 


5.10 4 


<1 



5 



Gezeigt sind die Titer auf den wildtypanfalligen COH5-Zellen und den 
wildtypresistenten B16F10-Zellen. Die Titer sind fur 1-447 und 1-587 wie den 
Wildtyp in Rep-EFU/ml und fur rAAV/LacZ und rAAV(I-587)/LacZ in LacZ- 
EFU/ml ausgedruckt. Dabei bedeutet EFU expressionsbilende Einheiten (Expressing 
1 0 Forming Unit) und nb heifit „nicht bestimmt" . 

In einem erganzenden Versuch wurde, um auszuschliessen, daB die Infektion von 
B16F10 Zellen durch die Mutante 1-587 zusatzlich durch den Primarrezeptor 
Heparansulfat-Proteoglycan vermittelt wird, ein Kompetitionstest mit Heparin, 

15 einem Rezeptoranalogen, durchgefuhrt. Bei B16F10-Zellen konnte nach Gabe von 
Heparin keine Veranderung des infektiosen Titers, also der Infektiositat von 1-587, 
festgestellt werden. Im Gegensatz dazu konnte die Infektion von C0155-Zellen ab 
Heparinzugaben von 50 /xg/ml Infektionsmedium vollstandig blockiert werden. 
Daraus folgt, daB die Infektion unabhangig von Heparansulfat-Proteoglycan uber 

2 0 Pl-Liganden und den Integrin-Rezeptor erfolgt. 
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Infektionsassay der Mutanten gemaB Beispiel 5 mit Galaktosidase 

In einem weiteren an Beispiel 10 angelehnten Versuch wurden rAAV- 
Vektoren mit einem LacZ-Reportergen hergestellt, die entweder den 
Wildtyp (rAAV- Virion) oder 1-587 (rAAV(I-5 87)- Virion) enthielten. Die 
Viralpraparationen wurden rAAV/LacZ und rAAV(I-587)/LacZ genannt 
und zur Infektion von B16F10- bzw. COH5-Zellen (Kontrollen) 
verwendet. 

Infizierte Zellen wurden drei Tage nach der Infektion durch X-Gal- 
Anfarbung auf p-Galaktosidase-Expression getestet. Dabei wurde der X- 
Gal-in-situ-Test zur zytochemischen Anfarbung (LacZ-Titer) verwendet. 
Nach diesem wurden die Zellen, um die Expression von p-Galaktosidase zu 
testen, einmal in PBS gewaschen und dann mit 1,5 % Glutaraldehyd fixiert 
AnschlieBend wurden die Zellen mit X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p- 
D-Galaktopyranosid) behandelt, wie bereits von Chiorini et al. (1995) 
Hum. Gen. Ther. 6, 1531-1541, beschrieben. Die Titer wurden aus der 
letzten limitierenden Verdlinnung der viralen Stammlosung errechnet, die 
zu p-Galaktosidase-produzierenden Zellen geflihrt hatte. 

Bei den Kontrollen an COH5-Zellen waren beide Virionen infektios, 
allerdings rAAV (I-587)/LacZ um 2 GroBenordnungen weniger effektiv. 
Bei Typ B16F10 wurden - wie erwartet - nach der Infektion mit 
rAAV/LacZ keine p-Galaktosidase-positiven Zellen gefunden. Nach der 
Infektion mit rAAV(I-587)/LacZ hingegen fanden sich 
uberraschenderweise deutlich viele p-Galaktosidase-positive Zellen. Der 
Titer von rAAV-(I-587)/LacZ wurde mit 5 x 10 4 LacZ-EFU pro ml 
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bestimmt. Die Infektiositat von rAAV-Vektoren gegenuber B16F10-Zellen 
wurde durch die erfmdungsgemaBe Mutation urn mehr als vier 
GroBenordnungen verbessert (Tabelle 3). 



5 In einem erganzenden Versuch wurde, um auszuschliessen, daB die Infektion 

von B16F10 Zellen durch die Mutante 1-587 zusatzlich durch den 
Primarrezeptor Heparansulfat-Proteoglycan vermittelt wird, ein 
Kompetitionstest mit Heparin, einem Rezeptoranalogen, durchgefuhrt. Bei 
B16F10-Zellen konnte nach Gabe von Heparin keine Veranderung des 
10 infektiosen Titers, also der Infektiositat von 1-587, festgestellt werden. Im 

Gegensatz dazu konnte die Infektion von C0155-Zellen ab Heparinzugaben 
von 50 fjig/ml Infektionsmedium vollstandig blockiert werden. Daraus folgt, 
daB die Infektion unabhangig von Heparansulfat-Proteoglycan iiber Pl- 
Liganden und den Integrin-Rezeptor erfolgt. 



15 



12. Z34C-Protein A-Mutation in VP3 



Es wurden analog zum Beispiel 5 an den dort erwahnten Stellen verschiedene 
Mutationen im VP3 vorgenommen, wobei eine fur die Z34C-Domane von 

2 0 Protein A (Starovasnik 1997 supra) kodierende Sequenz nach den 

Nukleotiden 3543, 3804, 3921 und 3963 eingeftigt. Dabei wurden jeweils ein 
oder mehrere an der Insertionsstelle liegende Aminosauren deletiert, um 
Probleme durch zu lange Insertionen zu vermeiden. Die Herstellung der 
Mutanten erfolgt wie bereits in Beispiel 5 ausgefiihrt. AnschlieBend wurden 

2 5 nach gleicher Vorgehensweise wie in Beispiel 6 entsprechende AAV2- 

Partikel hergestellt. 
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5 

PATENT ANSPRUCHE 

10 

1. Strukturprotein von Adeno-assoziiertem Virus (AAV), dadurch gekenn- 
zeichnet, da/i das Strukturprotein mindestens eine Mutation enthalt, die eine 
Erhohung der Infektiositat des Virus bewirkt. 

15 2. Strukturprotein nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Mutation(en) an der Virusoberflache lokalisiert ist/sind. 

3. Strukturprotein nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
da/3 die Mutation(en) am N-Terminus des Strukturproteins lokalisiert ist/sind. 

20 

4. Strukturprotein nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
dafi das mutierte Strukturprotein eine Anderung der Protein- 
Zellmembranrezeptor-Interaktion bewirkt. 

2 5 5. Strukturprotein nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafi der 
Zellmembranrezeptor ein Glykoprotein von ca. 150 kD und/oder ein 
Heparanssulfat-Proteoglycan ist. 



6. 

30 



Strukturprotein nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
dafi es ausgewahlt ist aus mutiertem VP1, mutiertem VP2 und/oder mutiertem 
VP3. 
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7. Strukturprotein nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
daB das mutierte Strukturprotein zur Partikelbildung befahigt ist. 

8. Strukturprotein nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, 
5 daB es abgeleitet ist von AAV2, AAV3, AAV4, AAV5 und/oder AAV6 sowie 

anderen von diesen, insbesondere von AAV2, abgeleiteten AAV-Serotypen. 

9. Strukturprotein nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Mutation(en) Punktmutation(en), die Mutation(en) mehrerer 

1 0 Aminosauren, eine oder mehrere Deletionen und/oder eine oder mehrere Insertio- 

nen ist/sind oder eine Kombination dieser Mutationen ist- 

10. Strukturprotein nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Insertion 
ein Zellmembranrezeptor-Ligand, ein Rep-Protein oder -Peptid, ein immunsup- 

15 pressives Protein oder Peptid und/oder ein Protein oder Peptid mit einem 

Signal zur Doppelstrangsynthese des Fremdgens ist. 

11. Strukturprotein nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB der Ligand 
ausgewahlt ist aus einem Integrin, einem Cytokin oder einer Rezeptor- 

2 0 Bindungsdomane von einem Cytokin, Integrin oder Wachstumsfaktor, an 
einem Zelloberflachenrezeptor bindenden einzelkettigen Antikorper, einem 
Antikorper gegen Zelloberflachenstrukturen, einer antikorperbindenden 
Struktur oder einem Epitop sowie aus Liganden, die iiber ihre Ladung, die Art 
der chakteristischen Aminosaurezusammensetzung und/oder iiber ihre 

25 spezifische Glykosilierung und/oder Phosphorylierung an 

Zelloberflachenmolekule binden. 

12. Stmkturprotein nach einem der Anspriiche 9 bis 11, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Mutation(en) durch eine oder mehrere Insertionen an der Xhol- 
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Schnittstelle der VPl-kodierenden Nukleinsaure bewirkt wird/werden. 

13. Strukturprotein nach einem der Anspriiche 9 bis 11, dadurch gekennzeichnet, 
daft die Mutation(en) durch eine oder rnehrere Insertionen an der BsrBI- 

5 Schnittstelle der VPl-kodierenden Nukleinsaure bewirkt wird/werden. 

14. Strukturprotein nach einem der Anspriiche 9 bis 11, dadurch gekennzeichnet, 
dafl die Mutation(en) durch eine oder rnehrere Deletionen zwischen den BsrBI- 
Hindll-Schnittstellen der VPl-kodierenden Nukleinsaure und eine oder rnehrere 

0 Insertionen bewirkt wird/werden. 

15. Strukturprotein nach einem der Anspriiche 9 bis 11, dadurch gekennzeichnet, 
daft eine oder rnehrere Insertionen in VP3 vor und/oder nach mindestens einer 
Aminosaure in der Sequenz ausgewahlt aus YKQIS SQSGA, YLTLN 

5 NGSQA, YYLSR TNTPS, EEKFF PQSGV, NPVAT EQYGS, LQRGN 

RQAAT, NVDFT VDTNG, lokalisiert ist/sind. 

16. Strukturprotein nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daft die 
Mutation(en) durch eine oder rnehrere Deletionen zwischen den Xhol-Xhol- 

0 Schnittstellen der VPl-kodierenden Nukleinsaure bewirkt wird/werden. 

1 7 . Strukturprotein nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daft die 
Mutation(en) durch eine oder rnehrere Deletionen zwischen den BsrBI-Hindll- 
Schnittstellen der VPl-kodierenden Nukleinsaure bewirkt wird/werden. 

5 

18. Strukturprotein gemaB einem der Anspriiche 1 bis 17 in Form eines AAV- 
Partikels, insbesondere in Form eines AAV-Kapsids. 

19. Nukleinsaure, kodierend fur ein Strukturprotein gemaB einem der Anspriiche 1 
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bis 17. 

20. Zelle, enthaltend eine Nukleinsaure gemafi Anspruch 19. 

5 21. Verfahren zur Herstellung eines Strukturproteins gemafi einem der Anspriiche 
1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dafi eine Zelle gemafi Anspruch 20 kultiviert 
und ggf . das exprimierte Strukturprotein isoliert wird. 

22. Arzneimittel, enthaltend ein Stnikturprotein gemafi einem der Anspriiche 1 bis 
0 18, eine Nukleinsaure gemafi Anspruch 19 und/oder eine Zelle gemafi 

Anspruch 20. 

23. Diagnostikum, enthaltend ein Strukturprotein gemafi einem der Anspriiche 1 
bis 18, eine Nukleinsaure gemafi Anspruch 19 und/oder eine Zelle gemafi 

5 Anspruch 20. 

24. Verwendung eines Strukturproteins gemafi einem der Anspriiche 1 bis 18 fur 
die Anderung des Tropismus von AAV, fur die Transformation einer Zelle, fur 
die Diagnostik, fur Wirksamkeitsuntersuchungen, fur die Gentherapie, 

0 und/oder fur das genomische Targeting. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: MediGene AG 

(B) STRASSE: Lochhamer Strafle 11 

(C) ORT: 82152 Planegg/Martinsried 

(D) BUNDESLAND: 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 82152 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Strukturprotein von AAV, seine Herstellung und 

Verwendung 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 8 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Word 6.0 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 

(B) ART: Aminosauresequenz 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREEBUNG : SEQ ID NO: 1 
QAGTFALRGD NPQG 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 10 

(B) ART: Aminosauresequenz 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2 



YKQISSQSGA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 10 

(B) ART: Aminosauresequenz 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3 



YLTLNNGSQA 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 10 

(B) AKT: Aminosauresequenz 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4 
YYLSRTNTPS 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 10 

(B) ART: Aminosauresequenz 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5 



EEKFFPQSGV 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 10 

(B) ART: Aminosauresequenz 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS:Peptid 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6 



NPVATEQYGS 10 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 10 

(B) ART: Aminosauresequenz 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7 
LQRGNRQAAT 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 10 

(B) ART: Aminosauresequenz 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREEBUNG: SEQ ID NO: 8 
NVDFTVDTNG 
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